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研究目的･背景
クモ膜下出血(SAH)後の脳血管寧縮は約40%に神経脱落症状を残すため､ SAH
の治療に際して予後を改善するために解決されなければならない課題である｡
これまで脳血管撃鮪の原因物質として様々な物質が検討されてきたが､その病
態を一元的に説明し得る機序は解明されておらず､オキシヘモグロビンを基点
とした多因子が関与するものと推定される｡近年生理的あるいは病態下におけ
る血管弛級因子として一酸化窒素po)が注目を浴びている. NOが脳血管撃鮪の
発生あるいは助長に関連するという仮説の合理性は､ヘモグロビンが強力なNO
の阻害剤であり､動脈壁外膜に存在するNO合成酵素含有神経がSAH後経時的に
脱落し､実際動脈組織のグアニレートサイクレースが低下する等の観察より支
持される｡しかしこれまでの報告はいずれもNOの関連を間接的にあるいはin
vitmにおいて検討したものである｡脳血管撃縮におけるNOの動態を把握し､臨
床例におけるNOに関連したパラメーターの解析を想定した場合､新たな方法論
の開発が必要となる｡そこで我々は､ NO-叫ping法によるNOの直接的検出と
∝》遺伝子導入マウスを用いた脳血管撃筆端モデルの開発を企図するに至った｡
NO-trappingおよび電子スピン共鳴法四lectron Pa-agnetiC Resonance; EPR)による
脳虚血におけるNO検出に関しては筆者等が以前に報告した｡以上の背景を踏ま
え､実験的くも膜下出血を作製し､脳血管撃鮪におけるNOの関与を明かにする
ことを目的とする｡ NOの関与を明かにすることは､脳血管壁鮪に対してのNO
産生を賦括する等の新たな治療法の開発にもつながる可能性がある｡
研究方法
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1)SOD遺伝子導入マウスを用いた脳血管撃縮モデル
soD遺伝子導入マウスは､ヒトCuZn-SOD遺伝子をMCH(ICR)マウスに導入し
て細胞内C血-SODを過剰発現させたもので､ C血-SOD活性は通常マウスの3倍
oletem)あるいは5倍(homo)になっている.元来この遺伝子導入マウスはアメリカ
合衆国カリフォルニア大学サンフランシスコ枚で開発されたもので､ superoxide
anionが関与する病態即ち､脳虚血や脳外傷において､ SODの過剰発現が病態の
改善に有効であることが明らかにされてきた. superoxideanionはNOと反応して
peroxymitdteを生成することが知られており､ SODtransgemicmiceにおいては
superoxideanion濃度が低下することによりNO濃度が修飾されている可能性があ
る｡
soD遺伝子導入マウおよび正常マウス(体重35-40g)を用いて､ハロセンと
酸素の混合ガスによる吸入麻酔下にくも膜下出血を負荷した｡マウス前頚部に
正中切開をおき､右舷頚動脈を露出し､内頚､外頚動脈分岐部を確保し稔頚動
脈から内頚動脈へと挿入したナイロン糸により前大脳動脈を穿刺し､くも膜下
出血を作成した(図1) 0
2)脳血管撃鮪の評価
くも膜下出血後､ 4時間､ 24時間､ 72時間､ 7日､ 14日めに10%ホルマリンで上
行大動脈より亜流固定を行い､次いで墨汁と10%ゼラチン溶液を1:1の割合で
混合した液体にて港流し血管内腔を充填した後､脳表血管と共に脳を採取し､
実体顕微鏡下に血管径を測定した｡血管径の比較は､穿刺側の中大脳動脈起始
部において行った｡
3)脳組織､脳脊髄液におけるNOの検出
くも膜下出血後経時的に脳を採取し､あるいは26ゲージ針をもって髄液を採取
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し､迅速にEPR測定管内に移し､液体窒素温度に凍結してEPR測定を行った｡
いずれも検体を採取する際には30分前にNO捕捉のためFe溶液肝C 20 mgnCg)を皮
下に投与､ diethyldithi∝a血amatePETC, 400mgkg)を腹腔内に投与した. Fe溶液
は､ Fe-SO4およびsdium citrateをl:4(W/W)の割合で混合して生理食塩水に溶解し､
DtTIt:も生理食塩水に溶解して実験に用いた｡ EPR測定は､ JEOL TE-200 (9.2-9.5
GHz)電子スピン共鳴装置を用いて液体窒素温度で行った｡生体内でNOと結合
したFc_DETC錯体は､ NOと結合してNO-Fe-PETC)2となり､特徴的なdplet
signalを形成することが明らかとなっており､このシグナルの形成およびシグナ
ル強度の変化を脳内で産生されたNOの指標とした｡
研究結果
1)くも膜下出血後の生存率
Ⅸ》遺伝子導入マウスおよび正常マウス共にSAH負荷72時間後の生存率は約
30%で有為差は認められなかった｡
2)くも膜下出血後の血管径の変化
正常マウスではSAHを作製しなかったコントロール群の血管径(138.5±14.5
FLm､ M組､±SD; n=12)と比較し､ SAH後Daylにおいては有意な変化は認め
られなかったが(124.6±22.1 〝m､ n=15) ､ Day3において有意に血管径が縮
小した(110.5±20.5 〝m､ n=16;p<0.01) 0 Day7にはコントロール値まで
回復したく139.4±13.1 〝m､ n=14) 0 SAH後､ Day3におけるSOD遺伝子導入
マウスの血管径は､正常マウスの血管径(110.5±20.5 /`m､ n=16)と比較し
soD遺伝子導入マウスにおける血管撃鮪の程度は有意に軽度であった(127.9±
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20.2FLm､ n=20;p<0･05) ｡
3)Fe-DETCによるNO捕捉
くも膜下出血24時間､ 72時間後の脳を採取し､ EPR測定を行うと､ DETCと
鍋(Ⅱ)の錯体【cupETC)2; Cu-DErC complex】に由来する4つのピークからなるg⊥
シグナルが観察され(g=2.025)､それにオーバーラップしてニトロシル鉄(II)錯体
DFCPO-FePFC)2; NO-Fe-DETCcomplex]の3つのピークからなるg⊥成分シグ
ナル(g=2.03S)が観察された｡しかしこのNO由来シグナルの強度は､くも膜下出
血を負荷しない正常マウスと同程度であり､経時的な強度変化は観察できなか
った｡
考　　察
くも膜下出後に起こる脳血管撃鮪の原因は未だ明らかではない｡これまでラ
ット､家兎､犬､霊長類等さまざまな実験動物が､脳血管撃鮪の病態研究のた
め用いられてきた｡マウスは小動物であるがために通常の血管撮影等による血
管筆端の評価が困難であり､これまでくも膜下出血後脳血管撃縮の実験に用い
られることはなかった｡現在分子生物学的手法を用いた遺伝子組み替えはほと
んどがマウスをもって作成されており､それら遺伝子導入あるいは遺伝子欠損
の効果を脳血管撃鮪の病態解明に役立てるためには､マウスを用いたくも膜下
出血後脳血管撃縮モデルの開発が望ましい｡本研究ではマウス前大脳動脈をナ
イロン糸で穿破するという比較的簡便な手技により､脳血管撃鮪を伴うくも膜
下出血モデルを作成し得た｡くも膜下出血後72時間での生存率70%は実用に耐
え得るものと考える｡しかし中大脳動脈起始部での最大撃縮率は約20%であり､
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脳虚血損傷を惹起するに至る撃縮ではなく､症候性脳血管撃鮪として評価する
ことはできない｡事実脳虚血によって検出されるNO-Fe-DETC錯体は､本研究
の条件下ではシグナル強度の増強を観察することはできなかった｡
soD遺伝子導入マウスでは､脳血管撃鮪が最も高度となるくも膜下出血3日日
においてのみ､有意に撃鮪が改善していた(撃縮率20.2% vs. 7.6% ; p<0.05)｡
soD遺伝子導入マウスでは､過剰発現した細胞内cu2h-SODによりsuperoxide
amionが消去され､ superoxide aJlion自身あるいはsu押rOXide amionと他の払方raidcal
との産物による細胞障害が抑制される｡事実､このモデルを用いて作成した局
所脳虚血や東部外傷では､組織損傷が軽減されることが報告されている｡くも
膜下出血後脳血管撃鮪の形成にフリーラジカルが関与している可能性は以前よ
り指摘されてきたが､本研究の結果は､フリーラジカルの中でもsuperoxide
mionがその病態に深く関与していることを示唆している｡ Su野rOXidemionは､
NOと反応してそれぞれ単独のフリーラジカルより有害なperoxymibiteが生成され
る0本研究においてもperoxymitriteが生成されるかどうか不明であるが､ SOD遺
伝子導入マウスでは細胞内superoxideanion濃度が通常より低下していると考え
られ､peroxymitriteの生成も抑制されている可能性が示唆される0
本研究においては､脳内あるいは髄液内NOをスピン捕捉法にて直接とらえる
ことができなかった｡その原因は､ NO産生量が托-DETCによる捕捉およびEPR
による検出感度を下回ったためと考えられた｡今後より鋭敏な検出法の開発応
用が必要と思われる｡
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図1マウスくも膜下出血モデルの作成｡右外頚動脈よりナイロン糸を挿入し
(A)､内頚動脈より帝蓋内にナイロン糸をすすめP)､前大脳動脈を穿破するこ
とによりくも膜下出血を惹起する｡
ー14-
図2　Cu-DETCシグナル(a)とNO-Fe-DETCシグナル(b)
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